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1 谷 氨 酰 胺 及 其 二 肽 对 过 氧化 氧 诱导 山羊 瘤胃 上 皮 细 胞 凋 亡 及 凋 亡 相关 基因 表达 的 影响 
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6 学 院 畜 禽 遗传 改良 湖南 省 重点 实验 室 ， 长 沙 410128) 

7 fi 要 : 本 试验 通过 建立 过 氧化 氧 (H2O?) 诱 导 山 羊 瘤胃 上 皮 传 代 细胞 凋 亡 模型 ， 研 究 谷 氮 酰 

8 fi (Gn), HAMRA 〈Gly-Gln) FIA AREA ARE CAla-Gin) 对 凋 亡 细胞 的 凋 亡 

9 ZK Bel-2. Bax 基因 表达 量 的 影响 。 选 用 60 日 龄 湘 东 黑 山羊 的 瘤胃 上 皮 传代 细胞 ， 采 用 不 

10 EEEH) 100, 400, 800 umol/LIBY H20: 培养 细胞 ， 应 用 流 式 细胞 术 检 测 细胞 凋 

11 ” 亡 情 况 。 传 代 痛 角 上 皮 细 胞 分 为 5 组， 对照 组 和 1 组 分 别 添加 0、800 umol/L H202, 2 组 、 

12 3 组 .4 组 均 添 加 800 umol/L H202, 同时 分 别 添加 17.28 mmol/L Gly-GIn (2 组 )、16.0 mmol/L 
13 Gin (3 组 ) 、16.0 mmol/L Ala-Gin (4 组 ) ， 应 用 流 式 细 胞 术 检 测 细胞 凋 亡 情况 ， 同 时 采用 
Sis 14 ”实时 荧光 定量 PCR (FQ-PCR) 法 检测 细胞 Bcl-2. Bax 基因 表达 量 。 结 果 显 示 : 1) 与 对 照 
六。 15 组 相 比 ， 当 H20; 浓 度 增加 到 800 hmoyL 时 ， 早 期 凋 亡 的 凋 亡 率 显著 增加 (P<0.05) ， 而 

16 ”晚期 凋 亡 的 凋 亡 率 随 着 HO. 浓度 的 增加 呈现 增加 后 减少 的 趋势 ， 但 相对 于 对 照 组 ， 都 呈 显 

17 “” 著 增 加 (P<0.05) . 2) 与 对 照 组 相 比 ，4 组 晚期 凋 亡 的 凋 亡 率 显著 增加 CP<0.05) ， 试 验 

18 ”组 早期 凋 亡 的 凋 亡 率 均 显著 增加 CP<0.05) . 3) 与 对 照 组 相 比 ， 试 验 组 Bcl-2/Bax 均 显 著 
19 “增加 (P<0.05) ; 与 1 组 相 比 ， 2 组 、3 组 和 4 组 Bcl-2/Bax 均 显 著 增 加 (P<0.05) , H2 
So 20 组 显著 高 于 3 组 4 组 (P<0.05) 。 综 合 得 出 ，Gly-Gln 对 H02 引起 山羊 瘤胃 上 皮 细胞 时 

21 期 凋 亡 具有 一 定 的 保护 作用 。 
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24 氧化 应 激 Coxidative stress,OS) 是 断奶 家 畜 常 见 的 机 体 状 态 ， 是 导致 断奶 家 畜生 产 遗 受 
25 ”损失 的 重大 原因 之 一 帆 。 近 年 ， 畜 牧 业 集约 化 生产 程度 虽 不 断 提 高 ， 但 是 由 于 家 冀 断 奶 后 采 
26 ”食量 的 迅速 下 降 后 再 上 升 ， 导致 骨 肠 道内 血 流量 大 量 减少 后 再 升 高 ， 进 而 出 现 “ 缺 血 再 灌注 ” 
27 ”的 现象 ， 并 伴随 产生 大 量 的 过 氧化 氛 (H202) ; H20: 再 通过 Fenton 反应 和 Haber-Weiss 反 
立 产 生 大 量 的 氧化 自由 基 ， 对 骨 肠 组 织 细胞 造成 损伤 53。 同时 饲 粮 中 多 饱和 脂肪 酸 含量 过 
29 高、 矿物 元 素 〈 硒 、 镑 、 锰 等 ) 缺乏 、 环 境 冷 热 变化 、 电 高 辐射 、 药 物 和 疫苗 大 量 使 用 等 都 
30 ”会 使 组 织 细 胞 内 抗 氧化 防御 系统 受 损 ， 使 断奶 家 畜 处 于 氧化 应 激 状 态 [9。 
31 H20; 可 使 细胞 发 生 氧 化 应 激 ， 导致 细胞 进入 内 源 性 凋 亡 和 /或 线粒体 凋 亡 途径 。 如 Bcl-2 
32 ZİRA Bax, Bak 凋 亡 前 体重 白 被 激活 ， 导 致 线粒体 膜 发 生 易 位 ， 但 同时 Bel-2 抗 凋 亡 蛋 白 
33 与 被 激活 的 凋 亡 前 体 蛋 白 形成 异 聚 体 ， 进 而 抑制 线粒体 膜 的 损伤 "可 。 此 外 ，Bcl-2 可 抑制 细 
34 ” 胞 色素 C(Cty OWO, 阻止 脱氧 三 磷酸 腺 并 (deoxyadenosine triphosphate,dATP ) 和 凋 亡 
35 ”蛋白酶 激活 因子 (apoptosis totic protease activating factor-1,Apaf-1) 在 胞 质 内 形成 混合 物 00， 
pu 36 ”进而 抑制 半 胱 天 冬 氨 酸 蛋 白 酶 (caspase〉-9 的 激活 ， 并 阻止 下 游 的 caspases-3 和 caspases-7 
= 37 WB, AIA A AEN, 
38 随 着 畜牧 业 集 约 化 生产 和 动物 保健 意识 的 不 断 成 熟 ， 一 些 实际 生产 问题 有 了 深入 认识 。 
39 因此， 了解 氧化 应 激 的 概念 、 机 制 、 内 外 因素 作用 的 机 理 等 ， 可 使 营养 物质 [如 谷 胱 甘 肽 
40 (GSH) 、 维 生 素 E、 谷 氨 酰 胺 (GIn) 、 镁 (Mg) ~ Wi (Se) 、 维 生 素 C 及 活性 物质 二 氧 
41 ”杨梅 素 和 茶 多 酚 等 外 源 性 抗 氧 化 活性 物质 ] 得 到 更 好 的 应 用 02191。 
42 饲料 中 适量 添加 Gln、 丙 氨 酰 谷 氨 酰胺 (alanyl-glutamine,Ala-Gln)〉 和 甘 氨 酰 谷 氮 栈 胺 
“= 43 Cglycyl-glutamine,Gly-Gin) 的 对 过 氧化 应 激 损伤 具有 一 定 的 保护 作用 02。 但 在 饲料 工业 化 
44 ”生产 过 程 中 ，Ghn 的 添加 量 较 大 、 吸 收 率 较 低 、 水 溶性 较 低 、 稳 定性 较 差 和 易 产 生 有 害 物质 
45 ( 焦 谷 氨 酸 和 氨 ) ， 所 以 Gln 未 在 实际 生产 中 得 到 广泛 的 应 用 [多 。 但 随 着 人 们 对 二 肽 及 动 
46 ” 物 胃 肠 道 对 二 肽 消化 吸收 特点 认识 的 不 断 提 高 , 作为 Gin 供 体 物质 的 Ala-Gln 和 Gin 蔡 代 品 
47 ”的 Gly-GlIn 可 弥补 Gln 单 体 的 缺陷 上。 此 外 ， 已 成 为 人 类 营养 研究 领域 研究 热点 的 Ala-Gln 
48 ”和 Gly-Gln， 在 临床 医学 的 全 肠胃 外 营养 (TPN) 中 的 研究 逐渐 成 熟 ， 为 Ala-Gln 和 Gly-Gln 
49 ”二 肽 在 饲料 生产 中 广泛 的 应 用 提供 了 理论 支撑 09。 
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50 因此 ,本 试验 以 HzO: 诱导 山羊 瘤胃 上 皮 传 代 细胞 氧化 应 激 , 研究 Gln. Gly-Gln 和 Ala-Gln 
S51 ”对 细胞 凋 亡 及 Bel-2, Bax 基因 表达 的 影响 ， 为 研究 山羊 瘤 骨 上 皮 细 胞 营养 代谢 和 氧化 应 激 
52 机制 之 间 相 互 关 系 提供 一 定 的 试验 参考 。 
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1 材料 与 方法 
1.1 山羊 瘤 骨 上皮 传 代 细 胞 

试验 动物 为 3 只 60 日 龄 健康 的 湘 东 黑 山羊 ， 体 重 为 〈6.4+0.8) kg。 颈 静脉 放血 致死 ， 
取出 瘤胃 组 织 ， 去 掉 内 容 物 后 用 生理 盐水 反复 冲洗 干净 ， 待 用 于 样品 采集 。 

当 山 羊 瘤胃 上 皮 原 代 细 胞 长 满 培养 下 的 80%~90% 时 ， 弃 去 DMEM/F12 完全 培养 液 [ 含 


5% 胎 牛 血清 (FBS) 、10% 双 抗 、0.1 mg/mL KAR. 2.5 ug/ml 两 性 霉 素 B]， 用 磷酸 盐 


` 


Z 


缓冲 液 (PBS) 洗涤 细胞 1~2 次 后 ， 加 入 1 mL 的 含 0.25% 胰 蛋白 酶 (trypsin) +0.02% 乙 二 
胺 四 乙酸 EDTA) 的 消化 液 ， 放 入 含 5% CO; 的 37 培养 箱 中 消化 2~3 min。 放 在 倒置 显 
微 镜 下 观察 细胞 开始 变 亮 、 变 圆 时， 迅速 用 含 DMEM/F12 SARRAIE. NEE 
细胞 吹 打 为 悬 液 ， 转 移 到 15 mL 离心 管 中 , 在 4 它 离心 机 中 94xg 离心 5 min， 弃 去 上 清 液 ， 
加 入 1 mL 的 DMEMVF12 完全 培养 液 重 悬 细胞 ， 以 1:2 进行 传代 。 在 含 5% CO 的 37 “CHE 
养 箱 中 培养 30 min 后 ， 转 移 含 细胞 的 DMEM/F12 完全 培养 液 至 培养 四 中 继续 培养 ， 重 复 1 
次 ， 此 步 为 纯化 过 程 。 
1.2 主要 试剂 与 设备 
细胞 培养 试剂 : HAA 


mixture F-12,DMEM/F12) 、0.25% trypsin+0.02% EDTA、 青 霉 素 均 购 自 Gibico 公司 ; 两 性 


去 


Uml 


|j 


清 (FBS)、 基 本 培养 基 (dulbecco’s modified eagle medium: nutrient 


fe B+/K AEX (gentamicin/amphotericin solution) 购 自 Thermo 公司 ; Gln, Gly-Gln 和 
Ala-Gin 均 购 自 Abcam 公司 。 
PCR 相关 试剂 : 逆转 录 试 剂 盒 购 自 北京 康 为 世纪 生物 科技 有 限 公 司 ; EDTA、 三 羟 甲 基 


氨基 甲烷 (Tris) 、 焦 碳酸 二 乙 酯 (DEPC) 、 二 省 乙 烷 CEB) 购 自 Sigma 公司 ; Trizol JW 


自 Invitrogen 公司 ; Taq 酶 、DL2000 DNA marker, dNTP 购 自 Genstar 公司 ; 引物 购 自 南京 
金 斯 瑞生 物 科技 公司 ; SYBR Green PCR Mix J&A Invitrogen 公司 ; 常规 化 学 试剂 购 自 北 京 
化 学 试剂 公司 。 


台式 冷冻 离心 机 购 自 Eppendorf 公司 ; 实时 荧光 定量 PCR (real-time fluorescent 


quantitative PCR,FQ-PCR) 仪 购 自 Thermo 公司 ; 电泳 仪 购 自 Bio-Rad 公司 ; 水 平 琼脂 糖 电 
泳 槽 购 自 北 京 六 一 仪器 三; 精密 pH 计 购 自 雷 磁 仪 器 三， 电动 玻璃 匀 浆 器 购 自 宁 波 新 芝 生 物 
科技 股份 有 限 公司 。 
1.3 ”主要 溶液 与 配 秆 

主要 溶液 有 : 还 原型 5x 十 二 烷 基 硫 酸 钠 (SDS) 上 样 缓冲 液 ， 电 泳 液 缓冲 液 ， 转 膜 组 


冲 液 ，TBS 缓冲 液 ， TBST 缓冲 液 ， 5xTBE W; RNase A 母液 (10 mg/mL); Agarose 凝 胶 ; 
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无 酶 水 。 
H202 的 稀释 : H20: 用 无 菌 、 无 霉 水 稀释 至 终 浓 度 为 100、400、800 um/L. 
1.4 试验 设计 
1.4.1 Hz2O; 诱 导 凋 亡 瘤 胃 上 皮 细 胞 的 凋 亡 率 
取 第 4 代 后 对 数 期 生长 细胞 ， 消 化 后 按 1x106 个 / 孔 接种 于 6 孔 板 中 ， 培 养 12 h 后 ， 吸 
HIF AE, PBS 洗 2 次 , 加 入 2mL 不 含 PBS 的 新 鲜 培 养 基 , 分 为 4 组 , 分 别 添 加 0 (对照 )、 


100、400 和 800 umol/L HzO;， 继 续 培 养 24 ho 


1.4.2 Gln 及 其 二 肽 对 H20; 诱 导 凋 亡 瘤 胃 上 皮 细 胞 Bc1-2、Bax 基因 表达 量 的 影响 


胞 选择 和 前 期 处 理 同 1.4.1, 细胞 分 为 5 组 , 对照 组 和 1 组 分 别 添加 0、800 umol/L H202, 


ANS 


2 4H. 3 2H. 4 组 均 添 加 800 umol/L HzO>， 同 时 分 别 添 加 17.28 mmol/L Gly-Gln (2 2H) ~ 16.0 


mmol/L Gin (3 2H.) . 16.0 mmol/L Ala-Gln (4 ZH) 。 


1.5 试验 方法 


1.5.1 流 式 细胞 (flow cytometry, FCM) 技术 检测 瘤 骨 上 皮 细 胞 凋 亡 率 [ 膜 联 蛋 白 -V (annexin 


V, AV) / 碘 化 丙 啶 (propidium iodide,PI) 双 染 法 ] 

山羊 瘤 骨 上 皮 传 代 细胞 培养 于 含 5% FBS 的 DMEM/F12 中 ， 收 集 培 养 24 h 的 传代 细胞 
进行 凋 亡 检 测 ， 每 组 重复 3 次 。 步 又 如 下 : 1) 用 不 含 EDTA 的 trypsin 消化 液 消化 ， 并 收集 
山羊 瘤胃 上 皮 传 代 细胞 ; 2) 用 PBS 洗涤 细胞 2 次 , 每 次 376xg 离心 5 min， 收 集约 1x105 一 
5x10° 个 细胞 ，3) 加 入 500 uL 的 结合 缓冲 液 (binding buffer) 悬浮 细胞 ;4) WA 5 uL 4 


胞 凋 亡 检测 试剂 [AV- 异 硫 氰 酸 荧光 素 (FITC) 凋 亡 检测 试剂 盒 ] 混 匀 后 , 加 入 5 kL PI, W5; 


5) 室温 、 避 光 ， 反 应 $~1$ min; 6) 1h 内 ， 上 BD FACSCalibur 流 式 细胞 仪 观察 检测 。 


1.5.2 Gln 及 其 二 肽 对 H202 HSH CIE A EHE Bc/-2、Bax 基因 表达 的 影响 


1.5.2.1 总 RNA 提取 
1.5.2.1.1 试验 前 准备 ”将 所 有 提取 总 RNA 所 需 器 械 及 耗材 浸泡 于 提前 配制 好 的 1% DEPC 
水 中 过 夜 ， 第 2 天 将 器 械 和 耗材 用 报纸 包装 好 ，121 C 60 min 湿热 灭 菌 。 


1.5.2.1.2 Trizol 提取 细胞 总 RNA 总 RNA 提取 步骤 如 下 : 1) 向 细胞 中 加 入 1 mL Trizol 


充分 吹 打 ， 混 匀 后 室温 裂解 3 min; 加 入 0.2 倍 体积 的 三 氧 甲 烷 ， 振 荡 ， 室 温 静 置 3~5 min. 


2) 12 000xg 低温 离心 15 min， 取 上 层 液 相 ， 加 入 等 体积 的 异 丙 醇 ，-20 CEE 20min, 3) 


12 000xg 低温 离心 15 min， 去 上 清 ， 沉 淀 中 加 入 1 mL 75% Gi EA 1% DEPC 水 配制 ) ， 


振荡 混 匀 。4) 12 000xg 低温 离心 5 min， 去 上 清 ， 空 气 干燥 5~10 min。 加 入 40 uL EK 1% 


DEPC 水 溶解 沉淀 得 到 总 RNA 溶液 。5) 紫外 分 光 光 度 计 测 定 总 RNA 浓度 ， 吸 取 2 pL 总 


113 


RNA 溶液 于 石英 比 色 严 中 , 用 无 酶 水 定 容 至 100 uL, 在 260 5 280 nm 处 测 其 吸光 度 值 (A)， 


114 ”并 计算 其 浓度 及 纯度 (要求 达 到 1.8~2.0) ,公式 如 下 : 
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RNA 浓度 (ng/L) =A260 nm X Pree ts BL X 40; 


RNA ali FE=A 260 nm/A280 nmo 
1.5.2.1.3 RNA 的 琼脂 糖 凝 胶 电泳 ”将 配制 好 的 1% 变性 琼脂 糖 凝 胶 加 热 至 琼脂 糖 溶 解 ， 再 
冷 至 60 'C, 加 入 0.5 uL EB (10 mg/mL) ， 混 匀 后 倒 入 事先 用 灭 菌 1% DEPC 水 处 理 的 电泳 


槽 中 ;， 取 2 pL 提取 的 总 RNA， 按 1:5 的 比例 与 上 样 缓冲 液 混 匀 ，170 V TERK, TRA 


120 ”前 沿 迁 移 至 凝 胶 总 长 2/3 处 停止 电泳 ， 凝 胶 成 像 系统 下 观察 。 


121 


1.5.2.1.4， 反 转录 PCR 反 转 录 PCR 体系 (30 wL):dNTP(2.5 mmol/L) 6 uL, Primer Mix 3 uL, 


122 总 RNA 6uL, 5xRT Buffer 6 HL、 二 令 苏 糖 醇 (DTT) 0.1 mmol/L 3 uL, HiFiScript(200 U/uL) 


123 


1.5 uL, Æ RNA 酶 水 4.5 pL。 


124 1.5.2.2 FQ-PCR 
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130 
131 
132 
133 
134 
135 


1.5.2.2.1 引物 设计 在 NCBI 上 搜索 目的 基因 的 序列 ， 运 用 Primer 5 软件 设计 引物 ， 由 南 
京 金 斯 瑞生 物 科 技 公司 合成 引物 ， 引 物 参 数 见 表 1。 
表 1 引物 参数 
Table 1 Primer parameters 
其 天 NCBI 登录 号 NCBI 引物 序列 Primer sequences (5' -3' ) 产物 长 度 
Genes accession No. Product length/bp 
Bcl-2 JN036559 F:GATGACCGAGTACCTGAACCG 20 
R:GACAGCCAGGAGAAATCAAACA 
Bax JN036558 F:AGTGGCGGCTGAAATGTT 
R:GACAGCCAGGAGAAATCAAACA 221 
甘油 醛 -3- 磷 酸 脱氧 F:TCCACGGCACAGTCAAGG 112 
酶 GAPDH 
R:TCAGCACCAGCATCACCC 
1.5.2.2.2” FQ-PCR 体 系 组 成 ”FQ-PCR 体 系 (30 uL) : 模板 〈 反 转录 产物 ) 1 nL、 上 、 下 游 
引物 (10 umol/L)#-0.5 uL, 7K13 uL, 2xSYBR Green PCR Master Mix 15 kL。 每 个 样品 3 个 重 
复 ， 每 孔 10 hL 为 1 个 重复 。 
1.5.2.2.3 FQ-PCR 扩 增 程序 ” 扩 增 程序 如 下 : 50 C 2min; 95 C 10min;95 C 5s,60 C 
30s, 45 个 循环 。 
1.6 数据 统计 与 分 析 
细胞 凋 亡 应 用 BD FACSCalibur 流 式 细胞 仪 采集 数据 ， 并 用 Flowjo 软件 进行 图 像 分 析 。 
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149 


试验 数据 用 SAS 9.2 统计 分 析 ， 统 计 差 异 显著 性 水 平定 义 为 P<0.05, P>0.05 则 无 显著 差 
Fe 

2 结果 与 分 析 

2.1 Hz29， 诱 导 凋 亡 瘤 肯 上 皮 细 胞 的 凋 亡 率 

由 表 2 可 以 看 出 ， 与 对 照 组 相 比 ， 当 HO. 浓度 增加 到 800 wmol/L 时 ， 早 期 凋 亡 的 凋 
亡 率 显著 增加 (P<0.05) ;而 晚期 凋 亡 的 凋 亡 率 随 着 HzO; 浓度 的 增加 呈现 增加 后 减少 的 趋 
势 ， 但 试验 组 相对 于 对 照 组 ， 都 呈 显 著 增 加 (P<0.05) o RHH, H20: 可 以 诱导 山羊 瘤 
骨 上 皮 细 胞 凋 亡 加 剧 。 


~ 


K2 H20; 诱 导 凋 亡 瘤 胃 上 皮 细 胞 的 凋 亡 率 


Table 2 Apoptosis rate of ruminal epithelial cells with apoptosis induced by H202 (n=3) % 


项 目 Items H202 浓度 H202 concentration/ (umol/L) SEM PË 
0 100 400 800 P-value 

晚期 凋 亡 Late apoptosis 1.604 8.35> 9.33 4.19¢ 0.11 <0.01 

早期 凋 亡 Early apoptosis 5.03? 5.38? 3.76° 10.57° 0.12 <0.01 


同行 数据 不 同 小 写字 母 表示 差异 显著 〈P<0.05) ， 相 同 小 写字 母 者 表示 差异 不 显著 (P>0.05). F 


表 同 。 
Values in the same row with different small letter superscripts mean significant difference (P<0.05) , while 


with the same small letter superscripts mean no significant difference (P>0.05) . The same as below. 
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154 图 1 H20; 诱 导 凋 亡 瘤 胃 上 皮 细 胞 流 式 细胞 技术 检测 结果 

155 Fig.1 FCM results of ruminal epithelium cells with apoptosis induced by H202 

156 2.2 Gin 及 其 二 肽 对 HzO: HST A EA ed 28 BY 

157 由 表 3 可 以 看 出 ， 与 对 照 组 相 比 ，4 组 晚期 凋 亡 的 凋 亡 率 显 著 增加 (P<0.05) , 1 组 、 

158 ”3 组 晚 增 加 ，2 组 降低 ， 但 差异 均 不 显著 CP>0.05) ; 与 对 照 组 相 比 ， 试 验 组 早期 凋 亡 的 凋 

159 亡 率 均 显 著 增加 (P<0.05) ， 而 2 组 为 试验 组 中 最 低 。 结 果 说 明 ，Gly-Gln 可 缓解 H2O2 对 

160 ”山羊 瘤胃 上 皮 细 胞 造成 早期 凋 亡 。 

161 #3 Gln 及 其 二 肽 对 HpO 诱 导 凋 亡 瘤胃 上 皮 细 胞 的 凋 亡 率 的 影响 

162 Table 3 Effects of Gln and its dipeptides on apoptosis ratio of ruminal epithelial cells with apoptosis induced by 

163 H20> (n=3) % 
项 目 Items 对 照 组 1 组 2 组 3 组 4 组 SEM PIE 

Control group Group1 Group2 Group3 Group 4 P-value 

晚期 凋 亡 Late apoptosis 4.10pe 4.19be 2.09° 5.71° 17.884 0.89 <0.01 
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早期 凋 亡 Early apoptosis 


2.824 


10.57° 


18.17° 


35.098 


11.37° 


0.99 


<0.01 
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167 Annexin FITC 
168 图 2 ”Gln 及 其 二 肽 影响 H202 诱 导 凋 亡 瘤胃 上 皮 细 胞 的 流 式 细 胞 技术 检测 结 
169 Fig.2 FCM results of Gln and its dipeptides affected ruminal epithelial cells with apoptosis induced by H202 


170 23 Gln 及 其 二 肽 对 H20; 诱 导 的 凋 亡 瘤胃 上 皮 细 胞 Bc1-2、Bax 基因 表达 量 的 影响 


171 231 总 RNA 提 取 


172 总 RNA 提 取 结 果 如 图 3 所 示 ， 提 取 的 总 RNA 条 带 清晰 ， 可 用 于 FQ-PCR 操 作 。 
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176 


177 


Ds 


3 部 分 总 RNA 电 泳 图 


178 Fig.3 The electrophoretogram of partial total RNA 


179 2.3.2 FQ-PCR 检 测 结果 
180 由 表 4 可 以 看 出 ， 与 对 照 组 比较 ， 试 验 组 Bax, Bcl-2 表达 量 分 别 显著 升 高 和 降低 (CP 
181 <0.05) 。 与 1 组 相 比较 ， 对 照 组 、2 组、3 组 和 4 组 Bax 表达 量 均 显 著 降 低 (P<0.05) ; 


182 2 组 和 4 组 Bc1-2 表达 量 均 显 著 增 加 C(P<0.05) ; 2 组、3 组 和 4 组 Bc1-2/Bax 均 显 著 增 加 (P 


183 “<0.05) ， 且 2 组 显著 高 于 3 组 、4 组 (P<0.05) ， 试 验 组 显著 低 于 对 照 组 (P<0.05) 。 


184 表 4 Gln 及 其 二 肽 对 H202 诱 导 凋 亡 瘤 角 上 皮 细 胞 Bc1-2、Bax 基因 表达 量 的 影响 
185 Table 4 Effects of Gln and its dipeptides on Bcl-2 and Bax gene expressions of ruminal epithelial cells with 
186 apoptosis induced by H202 (n=3) 

项 目 Items 对 照 组 1 组 2 组 3 组 4 组 SEM  P 值 P-value 


Control group Group 1 Group 2 Group3 Group 4 


HAS 


ray J 


iv 合作 期 乔 


aad eS 
CNINAA Ivi 


Bax 0.954 3.56% 1.82° 1.64° 2.625 018  <0.01 
Bcl-2 1.044 0.284 0.599 0.39% 045° 0.04 <0.01 
Bcl-2/Bax 1.09" 0.084 0.33? ”0.24e ”0.185 0.03 <<0..01 

187 3 讨论 

188 3.1 Gln 及 其 二 肽 对 HzO: 诱导 凋 亡 细 胞 凋 亡 率 的 影响 

189 高 浓度 氧 直接 损伤 瘤胃 上 皮 细 胞 ,促使 细胞 凋 亡 或 使 胃 部 疾病 恶化 。 大 量 氧化 自由 基 是 


190 ”引起 细胞 损伤 的 重要 原因 之 一 , 缺 血 再 灌注 、 药 物 代谢 、 金 属 中 毒 等 会 诱导 细胞 产生 大 量 氧 
191 ABN, 而 H20, 作 为 氧化 自由 基 的 主要 成 分 ， 得 到 广泛 的 应 用 W820。H2Os 可 导致 细胞 损 
192 ADAE: 损伤 线粒体 和 耗竭 ATP， 氧 化 细胞 内 蛋白 质 和 细胞 脂 质 及 引起 DNA 损伤 ， 

193 “引起 细胞 凋 亡 等 上。 

194 Gin 及 其 二 肽 是 具有 特殊 药理 学 、 无 毒 副作用 的 非 必需 氨基 酸 22。Gln 及 其 二 肽 可 为 胃 
195 ，” 肠 上 皮 细 胞 、 免 疫 细胞 等 分 裂 较 快 的 组 织 细 胞 ， 提 供 合成 氨基 酸 及 蛋白 质 所 需 的 氮 源 忆 2， 
196 ”为 维持 条 膜 细胞 完整 性 和 功能 稳定 性 方面 起 重要 作用 P99。 现 己 发 现 Gin 及 其 二 肽 具有 减少 
v= ”197 ”疾病 或 应 激 状 态 下 的 过 氧化 损伤 , 其 可 能 是 通过 减少 氧化 应 激 下 的 细胞 凋 亡 , 增强 抗 氧化 栈 
N 198 WHEA AARE aE RIA Ae A TAA RRREEH, Gn 及 其 二 肽 在 是 近 20 年 来 
= 199 ”外 科研 究 的 热点 ， 虽 然 在 临床 中 已 获得 广泛 应 用 2730， 但 其 对 于 Hz2O: 诱导 的 山羊 瘤胃 上 皮 
200 ”细胞 凋 亡 的 影响 却 鲜 有 报道 。 

201 减少 H20; 诱 导 凋 亡 细 胞 凋 亡 率 ， 对 减轻 过 氧化 应 激 对 机 体 损 伤 ， 改 善 机 体 功 能 与 状态 
202 ”具有 非常 重要 的 意义 。 因 此 ， 本 试验 对 于 山羊 瘤胃 上 皮 传 代 细胞 的 凋 亡 率 进行 检测 ， 流 式 台 
203 ” 胞 技术 检测 结果 说 明 , 添加 Gly-Gln 可 使 H2O2 对 山羊 瘤胃 上 皮 细 胞 氧化 应 激 损伤 得 到 缓解 。 
204 ”其 机 制 可 能 是 : D 具有 添加 量 较 小 、 吸 收 率 较 高 、 水 溶性 较 高 、 稳 定性 较 好 和 不 易 产 生 有 
205 FHA SARARMA) 等 优点 的 Gln 替代 品 Gly-Gln， 更 有 助 于 提高 与 维持 山羊 瘤胃 上 皮 
206 ”细胞 组 织 中 GSH 的 含量 ， 具 有 更 强 的 抗 氧 化 、 抗 凋 亡 的 作用 B2331。2) Gly-Gln 比 Gln 和 
207 ”Ala-Gln 更 多 地 抑制 活性 氧 群 的 移 位 , 由 于 活性 氧 会 直接 或 间接 诱导 山羊 瘤 骨 上 皮 细 胞 凋 亡 ， 
208 “因此 Gly-Gin 一 定 程度 上 缓解 了 Hz2O: 诱 导 山 羊 瘤胃 上 皮 细 胞 凋 亡 。 但 Gln、Ala-Gln 和 Gly-Gln 
209 ”之 间 对 山羊 瘤 肯 上 皮 细 胞 氧化 应 激 缓解 机 制 有 待 进一步 研究 。 

210 3.2 Gin 及 其 二 肽 对 H20: 诱导 凋 亡 山 羊 瘤胃 上 皮 细 胞 Bel-2. Bax 基因 表达 量 的 影响 

211 有 研究 发 现 ，Bcl-2 家 族 中 促 凋 亡 (Bcl-2) 和 抑 凋 亡 基 因 (Bax) 的 比率 决定 了 线粒体 
212 通 透 性 转换 孔 (MPTP〉 的 开放 程度 ， 形 成 调控 细胞 凋 亡 的 枢纽 ， 因 此 认为 调控 细胞 死亡 的 
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“可 变 电 阻 器 (rheostat) "是 Bc/-2/BaxB4。 在 内 外 因素 刺激 下 ，Bc/-2 和 Bax 2 种 调控 因子 的 
平衡 决定 细胞 了 生命 ， 而 Bel-2/Bax 是 决定 细胞 凋 亡 发 生 及 凋 亡 程度 的 重要 因素 B35。 


及 


本 试验 从 细胞 凋 亡 角度 出 发 ， 在 细胞 传代 培养 试验 的 基础 上 ， 利 用 FQ-PCR 针对 Gln 


二 肽 对 H20; 诱导 凋 亡 山羊 瘤胃 上 皮 细 胞 Bc1-2、Bax 基因 表达 情况 进行 检测 , 结果 说 明 ， 


H202 能 诱导 山羊 瘤胃 上 皮 细 胞 凋 亡 ，Gly-Gln 可 降低 促 凋 亡 基因 Bax 表达 量 , 而 抑制 凋 亡 基 


Bel-2 的 增加 ， 这 与 调 亡 率 的 结果 相 一 致 。 但 是 对 于 Gln、Gly-Gln 和 Aln-Gln 影响 Bcl-2 


和 Bax 基因 表达 的 机 制 尚 不 清楚 ， 有 待 进一步 研究 。 可 能 由 于 Gln、Gly-Gln 和 Aln-Gln 能 


增加 GSH 的 含量 69， 或 是 Gn、Gly-Gln 和 Aln-Gln 能 增加 细胞 膜 的 稳定 性 ， 减 轻 H202 过 


氧化 损伤 作用 B71。 本 试验 结果 显示 ，Gly-Gln 和 Aln-Gln 二 肽 使 H20: 诱导 凋 亡 细 胞 的 Bcl-2 


基因 表达 显著 增加 ， 这 可 能 是 一 种 机 体 代 偿 性 反应 。 如 果 大 量 的 细胞 膜 性 结构 被 破坏 ， 不 能 


维持 Bcl-2 蛋白 结构 ， 机 体 代 偿 性 反应 不 充分 ， 而 添加 Gly-Gln 和 Aln-Gln 二 肽 将 使 细胞 膜 
性 结构 的 破坏 减轻 ， 有 助 于 膜 上 Bel-2 蛋白 结构 的 稳定 ， 促 进 代 偿 反应 的 发 生 。 


4 


结 论 


Gly-GlIn 对 H202 引 起 山羊 瘤 角 上 皮 细 胞 早期 凋 亡 具有 一 定 的 保护 作用 。 
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Effects of Glutamine and Its Dipeptides on Apoptosis and Apoptosis Related Gene Expressions 
Induced by Hydrogen Peroxide in Ruminal Epithelial Cells of Goats 
HAN Qipeng!? JIE Hongdong? LUO Ling? WANG Kaijun? ZHOU Chuanshe!* ZHANG 
Peihua?* KONG Zhiwei! TANG Shaoxun! 
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Center of Livestock & Poultry Sciences, South-Central Experimental Station of Animal Nutrition 
and Feed Science of Ministry of Agriculture, Institute of Subtropical Agriculture, Chinese 
Academy of Sciences, Changsha 410125, China; 2. Hunan Provincial Key Laboratory for 
Genetic Improvement of Domestic Animal, College of Animal Science and Technology, Hunan 
Agricultural University, Changsha 410128, China) 

Abstract: This study was conducted to investigate the effects of glutamine (Gln), glycyl-glutamine 

(Gly-GIn) and alanyl-glutamine (Ala-Gln) on apoptosis rate and gene expressions of Bcl-2 and 

Bax of apoptosis cells according to establish apoptosis models for ruminal epithelial cells of goats 

induced by hydrogen peroxide (H202). Subculture ruminal epithelium cells of 60 day-old 

Xiangdong black goats were selected and cultured with different concentrations [O(control group), 

100, 400 and 800 pmol/L] of H202, and flow cytometry (FCM) technique was used to detected 

cell apoptosis. Subculture ruminal epithelium cells were divided into 5 groups, control group and 

group | were cultured with 0 and 800 umol/L H202, and groups 2, 3 and 4 were cultured with 800 

umol/L H202, meanwhile with 17.28 mmol/L Gly-Gln (group 2) , 16.0 mmol/L Gln (group 3) 

and 16.0 mmol/L Ala-Gln (group 4) . FCM technique was used to detected cell apoptosis, and 

gene expressions of Bcl-2 and Bax were detected by real-time fluorescent quantitative PCR. The 
results showed as follows: 1) compared with control group, when the concentration of H202 
reached 800 mol/L, apoptosis rate of early apoptosis significantly increased (P<0.05); apoptosis 
rate of late apoptosis firstly increased and then decreased with the increasing of H202 
concentration, while compared with control group, experimental groups were all significantly 
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increased (P<0.05). 2) Compared with control group, apoptosis rate of late apoptosis in group 4 
significant increased (P<0.05) , and apoptosis rate of early apoptosis in experimental groups 
were all significantly higher than that in control group (P<0.05) .3) Compared with control 
group, Bcl-2/Bax in experimental groups was significantly increased (P<0.05) ; compared with 
group 1, Bcl-2/Bax in groups 2, 3 and 4 was significantly increased (P<0.05), and group 2 was 
significantly higher than groups 3 and 4 (P<0.05). In conclusion, Gly-Gln plays protection role in 
early apoptosis induced by H2072 in ruminal epithelium cells of goats. 


Key words: Xiangdong black goat; ruminal epithelium cell; apoptosis; apoptosis gene 


